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Resumen

Este articulo de revision bibliogréfica analiza los avances en el diagnostico de la malaria, enfocandose en
métodos recientes aplicados en regiones endémicas para detectar especies del género Plasmodium spp. Entre
las innovaciones més destacadas se encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa digital en gotas (ddPCR),
que permite la cuantificacion precisa del ADN de Plasmodium en comparacién con la PCR en tiempo real,
aunque con limitaciones en especificidad. Ademas, la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP)
ha demostrado ser util para el diagndéstico rapido de P. vivax y P. ovale, mientras que los enfoques seroldgicos
como PvSeroTAT estan siendo aplicados en Brasil para identificar y tratar infecciones asintomaticas,
reduciendo asi la transmision. La PCR en tiempo real y técnicas como PCR-HRM hexaplex han mejorado la
capacidad de diferenciar especies y detectar infecciones submicroscépicas. Estos avances representan pasos
importantes hacia diagndsticos mas precisos y rapidos, fundamentales para la eliminacion de la malaria.
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Abstract
This bibliographic review article analyzes advancements in malaria diagnosis, focusing on recent methods
applied in endemic regions to detect species of the genus Plasmodium spp. Among the most notable
innovations is droplet digital polymerase chain reaction (ddPCR), which enables precise quantification of
Plasmodium DNA compared to real-time PCR, although with some limitations in specificity. Additionally,
loop-mediated isothermal amplification (LAMP) has proven useful for the rapid diagnosis of P. vivax and P.
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ovale, while serological approaches like PvSeroTAT are being implemented in Brazil to identify and treat
asymptomatic infections, thus reducing transmission. Real-time PCR and techniques such as hexaplex PCR-
HRM have improved the ability to differentiate species and detect submicroscopic infections. These
advancements represent significant steps toward more accurate and faster diagnostics, essential for malaria
elimination.
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Introduccion

La malaria, causada por parasitos del género Plasmodium, es una de las enfermedades mas prevalentes y
mortales a nivel mundial, afectando principalmente a regiones tropicales y subtropicales. A pesar de los
esfuerzos internacionales para su control y eventual erradicacion, en 2023 se reportaron mas de 240 millones
de casos en todo el mundo, teniendo como tasa de mortalidad a nivel mundial del 0.3y 2.2 % (1). La malaria
es transmitida por mosquitos del género Anopheles, y entre las especies de Plasmodium que infectan a
humanos se encuentran: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi (2).

A nivel global, el diagnéstico de malaria ha avanzado considerablemente en las Gltimas décadas. Siendo
tradicionalmente, la microscopia de frotis sanguineo el método estandar debido a su capacidad de identificar
las especies de Plasmodium y determinar la carga parasitaria. Sin embargo, esta técnica presenta limitaciones,
especialmente en &reas remotas con recursos limitados y en infecciones de baja densidad parasitaria (3). Para
abordar estas deficiencias, se han desarrollado nuevas herramientas diagnésticas, como las pruebas rapidas
de diagndstico (RDT) y las técnicas moleculares, como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estas
innovaciones han mejorado la sensibilidad y especificidad del diagnostico de malaria, facilitando la deteccion
incluso en casos asintomaticos y de baja parasitemia (4).

En América Latina, la carga de malaria ha disminuido significativamente gracias a los esfuerzos de control,
pero la enfermedad persiste en paises como Venezuela, Brasil, Pert y Ecuador, en estas areas, P. vivax es la
especie predominante, y la persistencia de brotes es un desafio importante para la salud publica (5). Para
resolver esta problematica, estos gobiernos han adoptado varias de las tecnologias de diagndstico avanzado
mencionadas anteriormente, aunque el acceso desigual y las limitaciones en infraestructura y formacion
técnica han impedido una implementacion uniforme (6).

En las Gltimas décadas, en Ecuador ha experimentado una notable disminucion de los casos, pasando de ser
un pais con alta transmision a uno con brotes focalizados en zonas especificas, como la region costera y la
Amazonia en razén a los esfuerzos sostenidos para reducir la incidencia de la malaria (7). Sin embargo, la
reaparicion de casos en ciertas areas subraya la importancia de fortalecer las capacidades diagnosticas,
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especialmente en las zonas rurales. Los avances tecnoldgicos, como la expansion de pruebas rapidas y la
implementacion gradual de técnicas moleculares, son fundamentales para la deteccion oportuna y el manejo
eficaz de la malaria en el pais (8).

El presente articulo sefiala los avances en las técnicas para el diagnostico de malaria causada por Plasmodium
spp, comenzando con una vision global, luego centrando la atencion en América Latina, y finalmente
profundizando en el contexto de Ecuador. La evaluacion de estos avances es crucial para entender como
pueden mejorar los esfuerzos de control y contribuir a la erradicacion de la malaria.

Materiales y métodos

El presente estudio es una revision narrativa y descriptiva donde se desarrolld una exploracion bibliogréafica,
en el que se pudo realizar una bdsqueda exhaustiva la misma que recopila y analiza informacion de
Plasmodium spp, enfocada en nuevas técnicas de diagnostico. La investigacion se realizara en documentos,
libros, articulos originales y anexados de base de datos empleando un estudio observacional, no experimental
a través del método prisma para la seleccién de informacion.

Criterios de inclusion
e Limite de tiempo de estudio: se seleccioné investigaciones realizadas entre los afios 2019-2024.
e Las investigaciones seleccionadas seran de idioma inglés y espafiol.
e Los estudios clinicos ensayos originales y sistematicos donde tenga relacion al diagndstico de

Plasmodium spp.

Criterios de exclusion

e No se escogieron articulos que no se encuentran en el limite de tiempo establecido, que no brinden
informacidn adecuada sobre las técnicas de diagndstico de Plasmodium spp, y que no se encuentren con
la informacion completa o sean repeticiones.

Se realizé una busqueda en base de datos como: como: o Google Académico, PubMed, Elsevier, Scielo
Redalyc, Scopus, Science Direct, Springer y en la biblioteca virtual de la Universidad Técnica de Ambato
(UTA) Donde se establecieron palabras clave relacionadas al tema a investigar como: “Plasmodium”,
“métodos de diagnostico”, “malaria”. Estos términos se buscaron como terminologia sola o en conjunto.
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Identificacion

Registros identificados de:
Bases de datos (n = 200)
Registros (n = 150)

Cribado

!

Registros eliminados antes de la seleccion:
Registros duplicados eliminados (n=40)
Registros marcados como no elegibles por
herramientas de automatizacion (n = 10)
Registros eliminados por otros motivos (n =0)

Registros examinados
(n=100)

Registros excluidos
(n =50)

A4

Informes buscados para su

Informes no recuperados
(n=10)

recuperacion
(n=70)
Informes evaluados para

determinar la elegibilidad (n = 60)

Informes excluidos:

No analiza los métodos de
diagnéstico (n =5)
Estudios realizados en
animales (n = 5)

Inclusion

BY MG 3§

Estudios incluidos en la revision
(n=40)

Informes de estudios incluidos.
(n=10)

Resultados y discusion

El paludismo o malaria es una enfermedad generada inicialmente por la picadura del mosquito Anopheles
hembra en la dermis en forma de esporozoito, el mismo que ingresa e infecta a los hepatocitos donde presenta
lisis durante 2 a 10 dias y el huésped es asintomatico luego continua el clico asexual en la sangre generando
una division celular causando una destruccion de la membrana eritrocitaria y asi la liberacion de parasitos

para acceder a nuevos huéspedes celulares.
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Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA resultado de la recuperacién de estudios.
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En el presente articulo se realizé una revision bibliografica de nuevas técnicas utilizadas para el diagnostico
de malaria en distintos paises de los continentes donde la presencia de esta enfermedad es frecuente, con el

siguiente detalle:

Tabla 1. Estudios recuperados en el proceso de revision

. Ao de - Métodos de
Plfggriggigfn Temay Fuente publicacién Seigselg:‘“;d.g: dy diagndstico
y pais realizados
Droplet digital polymerase 2020 Sensibilidad: - Droplet Digital PCR:
P. vivax chain reaction (ddPCR) for (80%) (32 de 40 muestras | (PCR anidada y PCR
the detection of Plasmodium Malasia positivas) cuantitativa en tiempo
knowlesi and Plasmodium real)
vivax (9). Especificidad:
(87.84%) (65 de 74
muestras negativas)
Acelerando la eliminacion LAMP para P. vivax: - PvSeroTAT
de P. vivax con una nueva e Sensibilidad: 100%
estrategia de prueba vy 2023 e Especificidad: 100%
tratamiento seroldgico: un Brasil LAMP para P. ovale:
estudio de caso de modelado e Sensibilidad: 98.28%
en Brasil (10). o  Especificidad: 100%
P. vivax Ensayos de amplificacion 2021 Sensibilidad: - Amplificacion
P. ovale isotérmica mediada por China (98,48 — 100%) isotérmica  mediada
bucle (LAMP) dirigidos a por asa (LAMP)
genes de ARN ribosdmico Especificidad: - PCR anidada
18S para identificar especies (90,75 — 100%)
a las dos especies (11).
Plasmodium | Un nuevo ensayo de flujo 2022 Prototipo pLDH, LDHTL | - Prototipo pLDH,
falciparum | lateral para la deteccion del Busia, Sensibilidad: 59% LDHTL
lactato deshidrogenasa de Uganda Especificidad: 99% - SD Bioline
Plasmodium falciparum en malaria Ag Pf
Busia, Uganda (12). SD Bioline malaria Ag Pf (HRP-2/pLDH)
(HRP-2/pLDH) - CareStart™
Sensibilidad: 34% malaria Pf Ag
Especificidad: 98% (HRP-2)
CareStart™ malaria Pf
Ag (HRP-2)
Sensibilidad: 73%
Especificidad: 93%

P. OPD(Online Plasmodium D 2021 La sensibilidad y | Incubacién con éacido
falciparum iagnosis): un ensayo EEUU especificidad de esta prueba | delta-aminolevulinico
funcional basado en ALA- fue muy alta (ALA)

PpIX para predecir la
malaria activa (13).
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Lectira en
microscopio de
fluoreciencia

mediada por horquilla vy
deteccion de flujo lateral
(19).

P. malarie | Deteccion de P. 2024 Utilizando ADN plasmidico | Amplificacion réapida
malariae mediante un nuevo ARNr 18 se demuestra una | e isotérmica de la
ensayo de flujo lateral de especificidad analitica del | polimerasa
amplificacién isotérmica 100% recombinada (RPA)
rapida (14). La prueba gPCR las pruebas

en muestras de campo
mostraron una sensibilidad
del 95% y una especificidad
del 88%.
Una nueva PCR en tiempo 2020 La especificidad fue del | - PCR en tiempo
real con cebadores 100% real
especificos de especie del
gen del
citocromo b mitocondrial
de Plasmodium malariae/P.
brasilianum (15).
Plasmodium | Desarrollo de ensayos de 2021 Las pruebas realizadas | - Pruebas de
malariae PCR en tiempo real basados fueron altamente sensibles y diagnéstico
Plasmodium | en cebadores cooperativos especificas rapido
ovale para la deteccion de - Pruebas de
Plasmodium malariae vy amplificacién
Plasmodium ovale (16). basadas en
acidos nucleicos
Plasmodium | Desarrollo  de  nuevos 2024 Sensibilidad 98% - Ensayos
ovale ensayos de PCR en tiempo | Tanzaniay la | Especificidad 100% singleplex
real para la deteccion y | Republica - Ensayos de
diferenciacion de especies | Democrética duplex
de Plasmodium ovale (17). del Congo
Plasmodium | Un nuevo ensayo de fusion 2020 Sensibilidad: 91,76 % - Ensayo PCR-
spp hexaplex sensible de alta HRM hexaplex
resolucion para la Especificidad: 98,04 %.
identificacion de cinco
especies humanas  de
Plasmodium mas control
interno (18).
Deteccion répida de malaria 2023 Sensibilidad: 97,4% - PCR en tiempo
basada en amplificacion China Especificidad: 95,0% real
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En el estudio realizado en 2020 en malasia donde a través de reaccion en cadena de la polimerasa digital en
gotas (ddPCR) se pudo realizar la deteccion de Plasmodium knowlesi y Plasmodium vivax donde este ensayo
permite la amplificacion y cuantificacion de ADN de manera mas precisa que las técnicas tradicionales como
la PCR en tiempo real (QPCR). A diferencia de la qPCR, que requiere una curva estandar para cuantificar el
ADN, el ddPCR divide la muestra en miles de pequefias gotas, lo que permite contar directamente el nimero
de copias del ADN objetivo en cada gota. Siendo este estudio de relevancia ya que pretendié demostrar la
eficacia en el diagndstico de estos dos géneros de Plasmodium demostrando que en comparacion a las otras
técnicas es menos sensible a las técnicas usadas comunmente como PCR en tiempo real y con una baja
especificidad siendo este un factor en contra ya que esta particularidad puede causar falsos positivos en este
ensayo (9).

En el afio 2021 a través de ensayos de amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) dirigidos a genes
de ARN ribosomico 18S se disefio la identificacion de Plasmodium vivax y ovale, siendo estos las especies
que presentan mayor recaidas en personas infectadas donde se compard la sensibilidad de este estudio con
PCR anidada con concentraciones de plasmidos definidas que contenian diluciones derivadas de trabajadores
chinos infectados en la frontera de Africa, donde que requiere ciclos de calentamiento y enfriamiento y se
lleva a cabo a una temperatura constante (generalmente entre 60-65 °C). Esto simplifica el equipo necesario,
ya que solo se requiere un bafio de agua o un termociclador, también utiliza un conjunto de cuatro a seis
primers que se dirigen a diferentes regiones del objetivo de ADN. Esto permite una amplificacion mas
eficiente y especifica pudiendo generar millones de copias de ADN en menos de una hora, demostrando que
los ensayos LAMP son de mucha ayuda para el diagnostico rapido y que presentan una alta sensibilidad para
deteccion de Plasmodium en menos tiempo que los métodos tradicionales (10).

En Brasil un nuevo estudio basado en un modelo matematico busca la eliminacion de Plasmodium vivax a
través de pruebas seroldgicas de diagnostico denominadas PvSeroTAT, combinando pruebas seroldgicas y
tratamientos para erradicar esta patologia en zonas de alta trasmision en este pais. PvSeroTAT es un enfoque
de intervencion que combina pruebas seroldgicas y tratamiento para combatir la malaria por P. vivax. Este
método identifica a individuos asintomaticos que portan el parasito, permitiendo su tratamiento y reduciendo
asi la transmision en la comunidad. Se ha demostrado que requiere significativamente menos recursos, como
tratamientos radicales y pruebas de diagndstico, lo que lo convierte en una opcién mas sostenible y efectiva
en diversas configuraciones de transmision. El estudio también discute la importancia de optimizar las
estrategias de implementacion, incluyendo la seleccion de sitios, el momento y el nimero de rondas de
intervencion, para maximizar el impacto en la eliminacion de la malaria (11).

En Busia, Uganda se evalu6 un prototipo de prueba de diagndstico rapido que detecta la lactato
deshidrogenasa (pLDH) en el parasito Plasmodium falciparum en muestras de sangre, con un volumen de 5
mL de sangre entera 'y 75 mL de buffer, y un tiempo de lectura de 20 minutos y se compar6 con las PCR que
se encuentran disponibles en los centros de salud de esta cuidad utilizando la PCR cuantitativa como estandar
teniendo una alta sensibilidad y especificidad para infecciones causadas por menos de 100 parasitos/ul en
comparacion con las pruebas de diagnostico rapido en base a la proteina 2 rica en histidina (HRP-2)
demostrando que este prototipo de prueba puede ser una alternativa viable para el diagnéstico de malaria a
traves de pruebas de diagndstico rapido (12).

©

@@@ Esta obra esta bajo una licencia Creative Commons de tipo (CC-BY-NC-SA). 210

TR Sociedad Ecuatoriana de Investigacion Cientifica. E-mail: revistabiosana@gmail.com



mailto:revistabiosana@gmail.com

A

Revista Cientifica de Salud BIOSANA Vol. 4, Nim. 5. (Octubre- Diciembre 2024) Pag 204-214. ISSN: 2960-8481

Avances en las técnicas para el diagnostico de malaria por Plasmodium spp l_

Revista Cientifica de Salud

En diciembre del 2021 en EE. UU. Se incubaron con acido delta-aminolevulinico (ALA) parasitos de
Plasmodium falciparum durante 7 horas donde se obtuvieron imagenes que se detectaron fluorescencia de la
oritoporfirina IX con un microscopio confocal lo que se estimo la fluorescencia mediante fluorimetria. Se
incubaron gldbulos rojos infectados con ALA durante 5-7 horas, siendo este acido un precursor en la
biosintesis de hemo que puede penetrar en los globulos rojos infectados. Se utilizé un control negativo
(succinil acetona, SA) para inhibir la sintesis de la fluorescencia de la protoporfirina IX (PplX). La
fluorescencia se observé en los glébulos rojos infectados por P. falciparum mostrando picos de fluorescencia
en los gldbulos rojos infectados, pero no en los no infectados, lo que indica que ALA fue absorbido
especificamente por las células infectadas, confirmando la eficacia del método para detectar malaria activa;
demostrando que este primer ensayo para detectar y diagnosticar la malaria en forma activa dio como
resultados positivos (13).

Ya que la presencia de Plasmodium falciparum esta cada vez menos presente se ha comprobado que la
presencia de P. malarie y P. ovale ha aumentado y en base a esta realidad se realizd un estudio que desarrollo
ensayos de PCR en tiempo real basados en SYBR Green para la deteccion de P. malarie y P. ovale
demostrando que la presencia de esta parasitemia esta dos veces mayor en los participantes siendo este ensayo
de mayor costo que los tradicionales gracias al costo de los cebadores cooperativos. La prueba consistié en
un ciclo inicial de 3 minutos a 95°C, seguido de 45 ciclos de 15 segundos a 95°C, 40 segundos a 50°C y 40
segundos a 60°C, en la implementacion de esta técnica no solo seria Gtil para un mejor diagnostico de la
enfermedad, sino que seria una prueba especifica para especies de Plasmodium como el malarie y ovale (16).

El ensayo de diagnostico de Plasmodium malarie utilizo la amplificacién rapida e isotérmica de la polimerasa
recombinada (RPA) con utilizacion de sondas y cebadores con secuencias genémicas de este parasito dirigido
al gen ARNr 18S siendo visualizado por tiras laterales (amplicon biotinilado marcado con FAM detectado
por un inmunoensayo tipo sandwich, visualizado utilizando nanoparticulas de oro) donde la sensibilidad se
evalu6 usando el ADN plasmido del gen, teniendo como un gran potencial para el uso en un futuro en el
campo del diagnostico para este tipo de genero de Plasmodium ya que este proporciona una lectura rapida sin
necesidad del uso de equipos de laboratorio costosos (14).

Para la deteccion de Plasmodium malarie que afecta a la amazonia endémica de Brasil se realizé una PCR en
tiempo real de Plasmodium malarie y brasilianum dirigida a la citocromo b oxidasa (CYTB) donde después
de analizar las muestras de esta poblacion se pudo determinar que esta prueba no solo tuvo como resultados
positivos en muestras con presencia de este parasito sino que también en cuatro muestras sospechosas de
malaria y siendo altamente sensible donde se puede identificar parasitemia realmente bajas y siendo especifico
para Plasmodium malarie de forma submicroscépica ya que este género esta muy presente después del P.
vivax y falciparum (15).

En el afio 2024 en Tanzania y la Republica Democrética del Congo se realizaron nuevos ensayos de PCR en
tiempo real para la diferenciacion de Plasmodium ovale el mismo que se basa en mejorar la deteccion donde
se permiten identificar de manera clara esta especie evaluando los ensayos singleplex y duplex La prueba
consiste en un ensayo de PCR en tiempo real disefiado para detectar y diferenciar dos especies de Plasmodium
donde se utiliza primers y sondas especificos para amplificar el ADN de los paréasitos a partir de muestras de
sangre, con condiciones de termociclado dptimas que permiten la deteccion en menos de dos horas. La
sensibilidad analitica se evalué mediante diluciones de ADN plasmidico, logrando limites de deteccién de 3.6
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y 25.9 genomas de parasitos por microlitro para cada especie, respectivamente. Pero no detectando de manera
confiable las infecciones de baja densidad en ninguno de los dos ensayos este estudio con su analisis espera
que estas pruebas sean mas susceptibles de secuenciacion de la proxima generacion posterior (17).

En 2020 se realiz6 un estudio donde se obtuvo un ensayo de fusion de alta resolucion multiplex (PCR-HRM
hexaplex) con las cinco especies del género de Plasmodium siendo este Util para deteccion y diferenciacion
de estas especies que afectas al ser humano enfocado en el ADN mitocondrial donde los cebadores se
disefiaron recientemente en base a 113 secuencias de nucledtidos del 18S rRNA y los genes del citocromo b
en una mescla artificial Se disefiaron cebadores especificos para las secuencias de ADN de las especies de
Plasmodium, la amplificacion del ADN se realiz6 en un termociclador en presencia de un colorante que
permite la deteccion de ADN de doble cadena y se pudo registrar los cambios en la fluorescencia a medida
que se incrementaba la temperatura, generando curvas de fusion que permiten identificar las especies
basandose en sus temperaturas de fusion (Tm) especificas, siendo este un ensayo de un solo paso sin ningun
paso de anidacion donde se podré reducir los riesgos de contaminacion cruzada y asi una opcion para
deteccidn de malaria con un enfoque simple, especifico y principalmente de bajo costo segln la investigacion
realizada (18).

En china se utilizé una poblacion de 78 muestras sanguineas para la deteccion de Plasmodium a través de la
amplificacion mediana por horquilla y la deteccion de flujo lateral siendo especificas para la deteccion de
acidos nucleicos de Plasmodium basada en inmunocromatografia de oro coloidal donde se pueden observar
en tiras de acidos nucleicos el parasito causante de la malaria, siendo este un método de diagndstico rapido
para detectar secuencias de ADN especificas. Utiliza un sistema de amplificacion isoterma que genera
productos de amplificacion etiquetados con biotina 'y FITC, que luego se detectan en una tira de flujo lateral.
Este método es adecuado para pruebas en puntos de entrada y salida, especialmente en areas con recursos
limitados. Se presenta caracteristicas donde no se requiere personal profesional para su realizacién y en poco
tiempo, sin embargo, el numero de muestras positivas fueron bajas las misma que no permitieron reflejar el
efecto de la técnica para la deteccion de malaria (19).

Conclusiones

La presente revision bibliografica evidencia cdmo los avances en técnicas de diagnostico de malaria
contribuyen significativamente a una deteccion mas precisa y oportuna, especialmente en areas endémicas y
en contextos con recursos limitados. Estos avances en el diagnostico de malaria han permitido desarrollar
métodos especificos para la identificacion de las distintas especies de Plasmodium. Para Plasmodium
falciparum, las pruebas ultrasensibles (URDT), aunque con limitaciones en casos de baja densidad parasitaria.
La deteccion de Plasmodium vivax y P. ovale se ha optimizado con ensayos LAMP dirigidos al gen ARN
ribosémico 18S, que ofrecen rapidez y alta sensibilidad. Por su parte, P. malariae puede ser identificado con
PCR en tiempo real basada en el citocromo b oxidasa 0 mediante amplificacion isotérmica de polimerasa
recombinante (RPA), siendo esta Ultima adecuada para areas con recursos limitados. En el caso de
Plasmodium knowlesi, la ddPCR destaca por su precision en la cuantificacion. Adicionalmente, el PCR-HRM
hexaplex permite una deteccion simultanea de las cinco especies humanas de Plasmodium, combinando
eficacia y bajo costo. Estos avances subrayan la importancia de seleccionar técnicas diagnosticas adaptadas a
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las necesidades epidemioldgicas, lo que resulta crucial para fortalecer las estrategias de control y eliminacion
de la malaria en regiones endémicas.
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